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Resumen
El tratamiento o postratamiento de efluentes anaerobios sugiere del estudio de diversos procesos que permitan la 
eliminación o remoción de los contaminantes presentes. El objetivo de este trabajo consistió en el estudio de la 
capacidad de desnitrificación en condiciones anóxicas utilizando los distintos dadores de electrones, disponibles 
en el efluente del reactor SAnMBR tales como: ácidos grasos volátiles, metano disuelto y sulfuro. La 
importancia de este estudio radica en la posibilidad de utilizar los ácidos grasos volátiles, el metano y el sulfuro 
disuelto como dadores de electrones, para la eliminación de nitrógeno. El metano disuelto es una fuente de 
carbono muy barato y un gas de efecto invernadero eficaz, siendo necesaria su eliminación. El efluente del 
reactor SAnMBR contiene concentraciones importantes de amonio, fósforo, sulfuro, ácido acético, elementos 
traza y metano disuelto. Durante la operación del reactor SBR (Sequencing Bacth Reactor) la concentración de 
nitrato en cada ciclo se mantuvo constante y en tomo a 50 mg N03-N l 1. El porcentaje de desnitrificación 
obtenido fue superior al 60%. El estudio microbiológico realizado, empleando la técnica FISH, mostró en el 
reactor la presencia de bacterias metanotróficas (tipo I y II), bacterias sulfatoreductoras y bacterias 
desnitrificantes.
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Abstract
The treatment or after-treatment of anaerobic effluent suggests study of various processes that allow the 
elimination or removal of contaminants. The objective of this work consisted in the study of the ability of 
denitrifícation under anoxic conditions using different givers of electrons, available in the SAnMBR such as 
reactor effluent: volatile fatty acids, dissolved methane and sulfur. The importance of this study lies in the 
possibility of using volatile fatty acids, methane and sulfide dissolved as givers of electrons, for the Elimination 
of nitrogen. The dissolved methane is a source of very cheap carbón and an effective greenhouse gas, requiring 
their removal. The SAnMBR reactor effluent contains significant concentrations of ammonium, phosphorus, 
sulfur, acetic acid and elements dissolved methane and trace. During the operation of the reactor SBR 
(Sequencing Bacth Reactor) the concentration of nitrate in each cycle remained constant, around 50 mg N03-N l'1 
The percentage of denitrifícation retrieved was higher than 60%. The microbiological study, using the FISH 
technique, showed the presence of bacteria metanotroficas (type I and II), sulfatoreductoras bacteria and 
denitrifying bacteria in the reactor.
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1. Introducción
La aplicación de procesos anaerobios para el 
tratamiento de agua residual urbana se ha convertido 
últimamente en una tecnología de gran interés debido 
a sus ventajas en comparación con los procesos 
aerobios. Sin embargo, el efluente de los procesos 
anaerobios contiene concentraciones importantes de 
nitrógeno, fósforo, sulfuro y metano disuelto, siendo 
necesario su tratamiento. El metano es un gas de 
efecto invernadero con un potencial de calentamiento 
global 25 veces mayor que la de dióxido de carbono 
(Strous, 2010). El sulfuro de hidrógeno es un gas 
tóxico y corrosivo que causa problemas ambientales y 
económicos. Los nutrientes como el nitrógeno y el 
fósforo tienen valores establecidos antes de su 
vertido.
Uno de los procesos biológicos más utilizados para la 
eliminación de nitrógeno en las aguas residuales es 
la desnitrificación. El proceso de desnitrificación 
transforma el nitrato presente en nitrógeno gas 
utilizando organismos heterótrofos facultativos o 
autótrofos, en condiciones anóxicas (ausencia de 
oxígeno y presencia de nitrato). Con este proceso se 
completa la eliminación biológica de nitrógeno en 
aguas residuales. La desnitrificación requiere de una 
fuente de energía, orgánica o inorgánica (dador de 
electrones), y el nitrato o nitrito como aceptor de 
electrones. Algunas de las fuentes externas de carbono 
o dadores de electrones comúnmente encontrados en 
las aguas residuales son: metanol, etanol, ácido 
acético y el metano disuelto. Algunos autores 
mencionan otros compuestos como el sulfuro, que 
pueden utilizarse en los procesos de desnitrificación 
(Amaral etal., 1995; Talaso etal., 1997).
La desnitrificación con metano disuelto es una 
opción interesante en el tratamiento de efluentes 
provenientes de reactores anaerobios. Algunos 
autores sugieren que la desnitrificación usando 
metano disuelto como fuente de carbono se lleva a 
cabo por una serie de organismos capaces de utilizar el 
metano como sustrato en condiciones aerobias, 
anóxicas o anaerobias. En condiciones aerobias, los 
organismos metanotróficos participan en el ciclo 
global del carbono, oxidando el metano que ha sido 
generado en ambientes anaerobios antes de que llegue 
a la atmósfera. Estos organismos son capaces de 
utilizar el metano como fuente de carbono y energía. 
Los organismos metanotróficos más comunes son los 
de tipo I, II y tipo X. Una característica interesante de 
estos organismos es la capacidad de utilizar enzimas 
específicas para catalizar el metano convirtiéndolo en
otro compuesto de carbono fácilmente biodegradable 
como el metanol. Este hecho sugiere que el metano se 
pueda utilizar como único donante de electrones en la 
eliminación biológica de nitrógeno específicamente 
en el proceso de desnitrificación. La literatura sugiere 
que el metano puede ser transformado por los 
organismos metanotróficos en condiciones anóxicas y 
anaerobias en compuestos orgánicos fácilmente 
biodegradables.
En un trabajo realizado por Beristain-Cardoso et al. 
(2006) se menciona la posibilidad de realizar el 
proceso de desnitrificación utilizando sulfuro como 
dador de electrones y se menciona la posibilidad de 
realizar la oxidación de los compuestos de azufre 
hasta sulfato.
El objetivo de este trabajo fue estudiar el proceso de 
desnitrificación empleando el efluente de un reactor 
anaerobio de membranas sumergidas (SAnMBR) con 
el fin de utilizar el metano disuelto, el sulfuro y los 
ácidos grasos volátiles como dadores de electrones. 
Este artículo presenta y discute los resultados 
obtenidos en el estudio a escala laboratorio 
empleando un reactor SBR operado en condiciones 
anóxicas. También presenta el estudio microbiológico 
realizado empleando la técnica FISH.
2. Materiales y métodos
2.1 Reactor SBR
El estudio a escala laboratorio se realizó en un reactor 
SBR (Sequencing Batch Reactor), fabricado en 
metacrilato transparente con forma cilindrica y con un 
volumen útil de 7 litros. El reactor fue inoculado con 7 
litros de fango biológico procedente de la planta de 
tratamiento de aguas residuales de la cuenca del 
Carraixet ubicada en Valencia (España). La parte 
superior del reactor estaba cerrada con el objetivo de 
evitar la pérdida de gases y la reaireacción del sistema. 
Para controlar la temperatura del proceso, el reactor 
estaba ubicado en una cámara termostática. El reactor 
disponía de una entrada en la parte inferior para el 
ingreso del afluente y una salida en la parte lateral 
intermedia. Para controlar y asegurar los volúmenes 
máximos y mínimos de agua residual en el reactor el 
sistema contaba con dos sensores de nivel. El llenado 
se realizaba por acción de una bomba peristáltica 
automatizada, y el vaciado por gravedad mediante la 
apertura de una electroválvula situada en la 
conducción de salida.
Para dosificar el nitrato (N-N03) y el ácido acético
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(CH3COOH) al inicio de cada ciclo de operación se 
utilizaron dos dosificadores de alta precisión modelo 
Liquino 711 (Metrohm). En la Figura 1 se observa el 
diagrama general del sistema experimental empleado. 
La completa homogeneización del fango en el interior 
del reactor se consigue mediante un agitador 
mecánico de 50 Hz y 35 - 2800 rpm (velocidad de giro 
controlada por un regulador de potencia para 
minimizar la transferencia de oxígeno desde la 
atmósfera a la fase líquida del tanque) marca 
Heidolph. Para monitorizar las variables del proceso 
se emplearon electrodos de pH, redox, temperatura 
y oxígeno disuelto (OD). La información de los 
electrodos era enviada a un software de control y 
adquisición de datos.
Dosificador
Automático
Camara
Termostática
Agitador
O
Figura. 1.
Esquema y fotografía del montaje experimental del 
reactor SBR.
2.2 Métodos analíticos
Las técnicas analíticas utilizadas en este trabajo 
corresponden a las descritas en el Standard Methods 
(APHA, 2005) para la determinación de sólidos 
suspendidos totales, sólidos suspendidos volátiles, 
amonio (N-NH4) y sulfuro (S-S'2). Para la determi­
nación de la alcalinidad y los ácidos grasos volátiles 
(AGV) se empleó el método de valoración ácido-base 
propuesto por Moosbrugger et al., 1992. El nitrógeno 
(N2) fue calculado mediante el balance de N en el 
sistema. El metano disuelto fue calculado a partir de la 
medida de metano en el biogás de la planta SAnMBR 
y el equilibrio entre fases empleando la ley de Henry. 
El metano en el biogás fue medido empleando un 
analizador continuo de gases (X-Stream X2, 
Emerson).
2.3 Análisis microbiológico
Las muestras analizadas para la identificación y 
cuantificación de los microorganismos de interés 
fueron tomadas del SBR durante la etapa de agitación. 
Para la observación se utilizó un microscopio de 
epifluoresencia marca DM2500 con cámara digital 
DFC420c. En la aplicación de la técnica FISH se 
emplearon las sondas EUBMIX para la hibridación 
del dominio eubacteria (Amann et al., 1990; Daims et 
al., 1999), las sondas Ma464 y Mg84 para la 
hibridación de los organismos metanotróficos tipo I y 
II (Eller et al., 2001) y las sondas DEN67 y AT1458 
para la identificación de organismos heterótrofos 
desnitrificantes (Ginige et al., 2005; Rabus et al., 
1999).
2.4 Procedimiento experimental
Después de inocular el reactor con 7 litros de fango, se 
fijaron 4 ciclos al día, cada ciclo con una duración total 
de 6 horas, el tiempo de retención celular fijado (TRC) 
fue de 20 días y el tiempo de retención hidráulico 
(TRH) se mantuvo en 19 h.
A continuación se describen cada una de las etapas que 
componen el ciclo. Etapa de llenado, con una duración 
total de 6 minutos que equivale al 1.6% del tiempo 
total del ciclo, una etapa anóxica con una duración 
total de 5,2 horas, donde se llevaba a cabo el proceso 
de desnitrificación y que equivale al 86% del ciclo 
total. Una etapa de decantación con una duración total 
de 33 min equivalente al 9,2% del tiempo total, en esta 
etapa la agitación cesaba y se dejaba decantar el 
fango. Finalmente, se procedía a la etapa de vaciado 
del sobrenadante con una duración total de 6 min,
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equivalente a un 1,6% del tiempo total del ciclo 
quedando el reactor listo para un nuevo ciclo Figura 2. 
La distribución de tiempos se realizó teniendo en 
cuenta las experiencias obtenidas en otros estudios, 
desarrollados en el grupo de investigación (Acevedo 
B et al., 2012; Aguado D et al., 2009). A
Tabla 1. Condiciones de operación del reactor SBR.
Influente
7 l
1*-
t
V Efluente
Llenado Anoxico Decantación Vaciado  
6 m in  5.2 h 33 m ili 6 m in
Figura. 2. Etapas en cada ciclo de operación.
3. Resultados
El reactor SBR se operó durante 6 meses en 
condiciones anóxicas. El seguimiento de los 
compuestos de nitrógeno presentes en el sistema 
permitió observar eficiencias en la remoción de 
nitrógeno superiores al 80%. El efluente del reactor 
SAnMBR alimentado al SBR, presentaba una baja 
DQO biodegradable (ca. 30 mg DQOL'1), elevadas 
concentraciones de nutrientes (55 mg N-NH4 -L'1, 7 
mg P-PCVL'1, 105 mg S'2-L_1) y una concentración de 
metano disuelto en tomo a 43 mg DQOL'1. Para este 
estudio teniendo en cuenta que el nitrógeno presente 
en el efluente se encontraba en forma de amonio 
(N-NH4), se adicionó al efluente un patrón de nitrato 
para una concentración en el alimento de 50 mg 
N-NCVL'1. Esta concentración al inicio de cada ciclo 
corresponde a 15 mg N-NOj-L'1 en el reactor. Las 
especies desnitrificantes presentes en el inoculo 
fueron identificadas con las sondas DEN67, PAR651 
y ATI458. La abundancia de estos organismos fue de 
un 4 ± 2% (DEN67), 1 ± 1% (PAR651) y 8 ± 1% 
(AT1458) respectivam ente. Los organismos 
metanotróficos tipo I y II presentaron una abundancia 
del 1%. Este estudio fiie dividido en cinco periodos, a 
lo largo de la cuales se fue modificando el TRC. La 
Tabla 1 resume los cambios realizados y el porcentaje 
de desnitrificación obtenido.
Periodo % Desnitrificación TRH(h) TRC(d) T(°C)
I 24,6 19,0 - 20,0
II 69,0 19,0 35 20,0
III 86,0 19,0 25 20,0
IV 87,8 19,0 30 20,0
V 93,6 19,0 20 20,0
La Figura 3 muestra la evolución de la concentración 
de nitrato en cada periodo. Tal y como se observa en la 
figura el nitrato presente al inicio de cada ciclo se 
reduce a nitrógeno gas es cual es calculado a partir 
del balance de nitrógeno en el sistema. Este hecho 
confirma que existe una población de organismos 
desnitrificantes capaces de desnitrificar los 
compuestos de nitrógeno presentes en forma de 
nitrato o nitrito. Al final del periodo I se observa una 
etapa de transición en el que la concentración de 
nitrato comenzó a descender. Durante esta etapa de 
transición se ajustó de forma escalonada el TRC. Tras 
el periodo de transición se observan diversos periodos 
de estabilidad en función del TRC estudiado. En 
la Figura 3 también se observa que inicialmente el 
sistema se dejó evolucionar con el objetivo de adaptar 
los organismos presentes a las características del 
afluente y favorecer el crecimiento de los organismos 
desnitrificantes. Durante el periodo I el porcentaje de 
desnitrificación se situó en tomo al 24%.
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Figura. 3. Evolución del nitrato y nitrógeno gas 
durante la operación del reactor SBR.
La abundancia de organismos desnitrificantes se situó 
en un 24% indicando un aumento importante de estos 
microorganismos. Otro aspecto importante observado 
en el estudio microbiológico realizado en este periodo 
fue el aumento de la abundancia de organismos 
metanotróficos tipo I (4%), este crecimiento está aso-
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ciado al consumo de metano disuelto. En los 
periodos II, III, IV y V el porcentaje de desnitrifica­
ción alcanzado fue del 69, 86, 87 y 93% respectiva­
mente.
Durante los periodos III, IV y V se observó un 
aumento considerable de los AGV (100 mg DQO -L- 
1) que podría haber favorecido el proceso de 
desnitrificación. Sin embargo en los periodos I y II la 
DQO en forma de AGV fue baja y los porcentajes de 
desnitrificación alcanzados fueron del 24 y 69% 
respectivamente. Este hecho sugiere que podrían 
existir otros compuestos presentes en el efluente
que participan en la desnitrificación actuando como 
dadores de electrones (S2' y CH4 disuelto).
Con el fin de comprobar la participación de estos 
compuestos se realizó un balance de DQO en el 
sistema teniendo en cuenta la concentración de 
sulfuro y metano disuelto. Los resultados obtenidos 
ponen de manifiesto que en los periodos I y II la 
materia orgánica fácilmente biodegradable (AGV) no 
era suficiente para alcanzar los porcentajes de 
desnitrificación obtenidos, por tanto existen en el 
afluente otros dadores de electrones que pueden 
contribuir en el proceso de desnitrificación, tales 
como el metano disuelto y sulfuro (Tabla 2).
Tabla 2. Concentración de AGV, CH4, S 2y nitrato en cada periodo.
Periodo AGV(mgDQO.l1)
CH4
(mgDQO.l1)
c
(mgDQO.l1)
N-NOs teorico 
(mgN.l1)
N-NO, eliminado 
(mgN.l1) % Desnitrificación
I 14,0 6,9 14,2 4,86 6,5 24,0
II 5,0 4,5 13,1 1,74 11,6 69,0
III 61,0 12,8 16,7 21,3 12,3 86,0
IV 108,0 1,5 20,4 37,7 12,7 87,0
V 40.0 6,4 8.2 13.9 12.6 93.0
El estudio microbiológico realizado empleando la técnica FISH permitió observar la presencia de organismos 
heterótrofos desnitrificantes, metanotróficos y sulfatoreductores durante cada periodo de operación. La Tabla 3 
muestra la abundancia de cada organismo durante cada periodo. Se puede observar que la especie más abundante 
corresponde con los organismos heterótrofos desnitrificantes, hibridados con la sonda ATI 458 capaces de usar 
los ácidos grasos volátiles como fuente de carbono.
Durante el seguimiento microbiológico también se realizó el seguimiento de las especies sulfatorreductoras y 
organismos del tipo thiobacilus desnitrificantes debido a la presencia de sulfuro y sulfato en el sistema. En el caso 
de los organismos thiobacilus desnitrificantes no fueron detectados. También se realizó la identificación y 
cuantificación de las bacterias metanotróficas capaces de utilizar metano disuelto para su crecimiento (Figura 4).
Tabla 3. Abundancia de organismos desnitrificantes, metanotróficos y sulfatoreductores.
ABUNDANCIA %
Periodo Desnitrificantes Metanotróficas tipo I
Metanotróficas 
tipo n
Sulfato
reductoras
I 11 ±1,0 1 ± 1,0 ND 5 ±1,0
II 26 ± 3,0 5 ±1,0 ND 2 ±1,0
III 30 ± 7,0 8 ±2,0 1 ± 1,0 6 ±1,0
IV 24 ±5,0 3 ±1,0 2 ±1,0 7 ±1,0
V 26 ±4,0 1 ± 1,0 1 ± 1,0 1 ± 1,0
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Figura. 4. FISH, Fotos capturadas con el microscopio de epifluorecencia, (A) bacteria desnitrificantes (rojo), 
(B) Bacterias metanotróficas (rojo), Total de bacterias hibridadas con la sonda EUBmix (verde).
La desnitrificación con sulfuro se corroboró mediante 
ensayos off-line realizados en laboratorio. La Figura 5 
muestra la evolución de la concentración de nitrato en 
presencia de sulfuro en uno de los ensayos realizados. 
Se observa que el sulíuro es oxidado rápidamente a 
compuestos como el tiosulfato (S20 3) y el sulfato 
(S04). También se observó que mientras la concentra­
ción de nitrato decrece, la concentración de nitrito 
aumenta y pasa a nitrógeno gas, debido al proceso de 
desnitrificación. En otros ensayos se pudo corroborar 
que si existe sulfuro en el sistema, los nitritos son 
reducidos en su totalidad a nitrógeno gas N2. Por lo 
que respecta al metano disuelto, el aumento en la 
abundancia de los organismos metanotróficos (tipo I 
y Tipo II) en el sistema permite concluir que el metano 
disuelto es utilizado como sustrato por estos 
organismos.
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Figura. 5. Evolución del nitrato y nitrógeno gas 
durante la operación del reactor SBR.
4. Conclusiones
En general, el estudio a escala laboratorio permitió 
determinar que es posible obtener rendimientos en la 
desnitrificación mayores al 90% utilizando los 
dadores de electrones presentes en el afluente. 
También fue posible observar que existen diversos 
dadores de electrones como el sulfuro o el metano 
disuelto, que pueden aportar DQO al proceso y 
contribuir en la desnitrificación. El crecimiento 
observado mediante la técnica FISH de los 
organismos metanotróficos tipo I y tipo II pone de 
manifiesto el uso de metano disuelto como sustrato 
por parte de estos organismos.
Los resultados obtenidos en el seguimiento del 
sistema en cada periodo mostraron que utilizando 
solamente los AGV no sería posible alcanzar el grado 
de desnitrificación obtenido en cada periodo. Tal y 
como se ha expuesto anteriormente, el sulfuro y el 
metano disuelto podrían estar participando como 
dadores de electrones en la desnitrificación, con lo 
cual en este estudio estos compuestos representan un 
aporte importante de DQO.
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